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RESUMO 
 
Os óleos essenciais (OE) são compostos presentes naturalmente em plantas e 
consequentemente, nas especiarias, exercendo funções biológicas relacionadas aos seus 
mecanismos de defesa. São antimicrobianos naturais e tem potencial para ser usados como 
aditivos em substituição aos conservantes artificiais tradicionais. Nesse contexto, este 
estudo buscou estudar a ação dos óleos essenciais de orégano (Origanum vulgare), 
manjerona (Origanum majorana), tomilho (Thymus vulgaris), alecrim (Rosmarinus 
officinalis), gengibre (Zingiber officinale), manjericão (Ocimum basilicum) e de pimenta-
preta (Piper nigrum) contra patógenos alimentares por meio dos testes de sensibilidade de 
diluição em ágar e microdiluição. No teste de diluição em ágar, o óleo essencial de orégano 
mostrou-se efetivo contra todos os contaminantes utilizados, enquanto os óleos de 
manjerona, manjericão e tomilho apresentaram bom desempenho, apesar de não terem 
inibido todos os microrganismos. O óleo essencial de gengibre apresentou fraca atividade, 
enquanto que os óleos de alecrim e de pimenta preta não apresentaram atividade 
antimicrobiana. Pelo teste de microdiluição, os óleos essenciais de orégano, tomilho, 
manjerona e manjericão apresentaram elevada atividade antimicrobiana, especialmente o 
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OE de manjerona, entretanto, os óleos essenciais de alecrim, gengibre e pimenta-preta não 
obtiveram resultado satisfatório. Os resultados obtidos demostram que alguns óleos 
essenciais podem ser empregados na indústria de alimentos como uma alternativa de o 
controle microbiológico. 
 
Palavras-chave: Óleos essenciais. Patógenos alimentares. Orégano. 
 
1 INTRODUÇÃO 
Óleos essenciais 
Os óleos essenciais (OEs) são compostos presentes naturalmente em plantas, 
notadamente nas plantas usadas como temperos na rotina, as especiarias, que são as partes 
secas de uma planta usadas para conferir sabor e efeito pungente aos alimentos (Hirasa & 
Tokemasa, 1998). São voláteis, odoríferos e imiscíveis, ou muito pouco miscíveis em água 
e atuam em funções biológicas importantes à sobrevivência das plantas relacionadas aos 
mecanismos de defesa, como a proteção contra excesso de ultravioleta, microrganismos, 
insetos e animais (Millezzi et al., 2016; Costa et al., 2015). 
A atividade antimicrobiana dos OEs geralmente está associada a compostos como 
eugenol, alicina, timol e carvacrol e a substâncias como o linalol, sabineno, mentol, mirceno 
e camphene. Esses princípios ativos, graças à sua característica hidrofóbica, atuam 
rompendo a parede celular microbiana, fazendo-a perder sua funcionalidade (Forsythe, 
2013; Hirasa & Takemasa, 1998; Moro et al., 2015). 
Os OEs são utilizados há várias décadas nas indústrias farmacêuticas e de cosméticos 
e, mais recentemente, estão sendo estudados como aromatizantes, flavorizantes e 
conservantes naturais pelas indústrias alimentícias (Costa et al., 2015). Na sua condição de 
antimicrobianos naturais têm potencial para serem usados no controle de microrganismos, 
reduzindo a necessidade de aditivos, controlando a contaminação em alimentos e 
melhorando as tecnologias de extensão da vida de prateleira, para eliminar patógenos 
indesejáveis e retardar a deterioração dos produtos (Tajkarimi; Ibrahim; Cliver, 2010). 
A atividade antimicrobiana de óleos essenciais de especiarias tem sido demonstrada 
em alimentos por diferentes estudos (Castorani & Figueiredo, 2018; Ernandes et al., 2007; 
Freire et al., 2014; Indui et al., 2006; Kruger, 2006; Martinelli et al., 2017; Oliveira et al., 
2011; Santurio et al., 2007; Souza et al., 2016; Trajano et al., 2009) e, aliados à busca atual 
dos consumidores por produtos mais saudáveis e “naturais”, eles surgem como uma 
alternativa aos conservantes tradicionais.  
Neste contexto, este estudo tem como finalidade estudar a ação dos óleos essenciais 
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de orégano (Origanum vulgare), manjerona (Origanum majorana), tomilho (Thymus 
vulgaris), alecrim (Rosmarinus officinalis), gengibre (Zingiber officinale), manjericão 
(Ocimum basilicum) e de pimenta-preta (Piper nigrum) contra patógenos alimentares de 
importância epidemiológica: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella 
typhimurium e Listeria monocytogenes.  
As informações sobre os óleos estudados seguem no quadro abaixo. 
 
Quadro 1.Óleos essenciais estudados com as respectivas famílias e composições. 
Especiaria Família Composição (FERQUIMA®) 
Orégano                           
(Origanum vulgare) 
Lamiaceae 
Carvacrol- 72%, Timol-2%,  γ-terpineno-4,5%, p-cimeno-
4%, linalol- 4%. 
Manjerona                       
(Origanum majorana) 
Lamiaceae Terpineno-4-ol- 22%, sabineno- 16% e γ-terpineno -13%. 
Tomilho  
(Thymus vulgaris)  
Lamiaceae 
Timol- 50%, p-cimeno- 30%, γ-terpineno- 6%, linalol- 
5% carvacrol-5% α-pineno-2%, mirceno-2%. 
Alecrim                            
(Rosmarinus officinalis) 
Lamiaceae 
1,8 cineol- 40%, cânfora-15%, alfa pineno-13%, beta 
pineno- 7% e limoneno -3%. 
Gengibre  
(Zingiber officinale) 
Zingiberaceae Alfa-zingibereno- 33%,  beta-sesquifelandreno 13%. 
Manjericão  
(Ocimum basilicum) 
Lamiaceae 
Metilchavicol-85%, eucaliptol-3%, bergamoteno (2,7%), 
transo cimento- 2%, lilanol-0,8% e eugenol, (0,6%).  
Pimenta preta                          
(Piper nigrum)  
Piperaceae 
Safrol- 82,0%), α-pineno- 0,6%, δ-3-careno 1,4% e α-
terpinoleno-13,5%. 
 
Patógenos alimentares 
Enfermidades de origem alimentar aparecem quando o indivíduo, após ingerir um 
alimento contaminado com um microrganismo ou sua toxina, contrai uma doença, cujos 
sintomas geralmente incluem náuseas, cólicas abdominais, vômitos, diarreia e febre. Apenas 
um pequeno número de casos é notificado. As doenças de origem alimentar geram uma série 
de impactos econômicos, como perda de renda dos afetados, perda de produtividade, custos 
médicos, custos de investigação de surtos e perda de vendas (Forsythe, 2013).  
Dentre os microrganismos causadores de DTA, a Escherichia coli é a mais 
conhecida. Pertence ao grupo dos coliformes a 45°C, sendo o melhor indicador de 
contaminação fecal (Sangaletti et al., 2009). As infecções por E. coli geralmente estão 
ligadas ao consumo de alimentos contaminados através de manipuladores infectados pelo 
uso de água contaminada durante a preparação ou pelo consumo direto de água 
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contaminada. Exemplos de alimentos implicados em surtos incluem queijos, leite não 
pasteurizado, comida pronta, vegetais, carnes moídas (FDA, 2012).  
Os Staphylococcus sp. encontram-se amplamente disseminados no ambiente, sendo 
que seu reservatório principal são humanos e outros animais (Eduardo et al., 2009). Causam 
intoxicação alimentar, síndrome de choque tóxico, pneumonia e infecções hospitalares pela 
produção de enterotoxinas proteicas altamente termoestáveis e resistentes a enzimas 
proteolíticas, como tripsina e pepsina. É um dos microrganismos mais prevalentes nas 
doenças transmitidas por alimentos. O quadro clínico de intoxicação tem sinais como 
náusea, vômito e cólicas, prostração e pressão baixa. Os seres humanos normalmente são os 
reservatórios e a transmissão ocorre devido a lesões nas mãos ou secreções que contaminam 
os alimentos durante sua manipulação (Franco & Landgraf, 2008; Eduardo et al., 2009; 
FDA, 2012). 
As Salmonella sp. são consideradas umas das doenças transmitidas por alimentos 
mais prevalentes no mundo, amplamente distribuídas na natureza, sendo o trato 
gastrointestinal de humanos e animais, principalmente de aves, seu reservatório (Assis, 
2014). Nas toxinfecções em humanos, os sintomas são: febre, cólicas abdominais e diarreia, 
geralmente autolimitada. Em pacientes idosos, crianças, gestantes e pessoas 
imunodeprimidas, a doença pode tornar-se sistêmica e levar ao óbito (Franco & Landgraf, 
2008). Os alimentos são os principais veículos, geralmente produtos de origem animal, 
como ovos, aves, carnes e produtos lácteos e também produtos agrícolas não processados 
(Brasil, 2011).  
Listeria monocytogenes é encontrada no solo, água, vegetais e animais (Forsythe, 
2013; Lado & Yousef, 2006). Tem elevada patogenicidade, capacidade de formação de 
biofilmes, é psicrotrófica e, ainda que não forme esporos, é capaz de sobreviver em 
condições adversas, como baixos valores de pH e atividade de água, secagem e calor (Lado 
& Yousef, 2006; Eduardo et al., 2009). Pode causar um quadro de diarreia e vômito, 
seguidos de sintomas mais graves como dores de cabeça, confusão mental, perda de 
equilíbrio e convulsões, sendo uma das principais causas de meningite aguda infecciosa 
(Peresi et al., 2001). Infecções assintomáticas podem ocorrer e as mais preocupantes são 
aquelas que acontecem na gravidez, quando há possibilidade de aborto (Eduardo et al., 
2009; Farber & Peterkin, 1991). Queijos, sorvetes, água, vegetais crus, patês de carnes, 
molhos de carne, aves, peixes e frutos do mar estão frequentemente associados aos surtos. 
Embora seja rara entre as doenças transmitidas por alimentos, é importante causa de mortes 
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e hospitalizações (Silva et al., 2011; Franco & Landgraf, 2008; Forsythe, 2013). 
 
2 MATERIAL E MÉTODOS 
Este trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Microbiologia de Alimentos do 
Departamento de Alimentos e Medicamentos da Universidade Federal de Alfenas – MG 
(UNIFAL), onde se realizou a avaliação da atividade antimicrobiana de óleos essenciais 
sobre patógenos alimentares. 
Os óleos essenciais 
Os óleos essenciais foram adquiridos comercialmente da empresa FERQUIMA® 
Indústria e Comércio Ltda., envasados em frascos âmbar lacrados, com volumes de 5 ml. 
Foram escolhidos os óleos essenciais de orégano (Origanum vulgare), manjerona 
(Origanum majorana), tomilho (Thymus vulgaris), alecrim (Rosmarinus officinalis), 
gengibre (Zingiber officinale), manjericão (Ocimum basilicum) e pimenta-preta (Piper 
nigrum). 
Microrganismos padrões  
Utilizaram-se cepas padrões de Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia 
coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium 14028 e Listeria monocytogenes 1/2a, todas 
pertencentes à bacterioteca do Laboratório de Microbiologia de Alimentos da UNIFAL-
MG. Essas cepas foram escolhidas devido à sua prevalência em doenças transmitidas por 
alimentos e pela sua disponibilidade na bacterioteca.   
Recuperação das cepas 
Para recuperar as cepas, foi realizada a inoculação dos microrganismos estudados 
em superfície inclinada de TSA (ágar triptona de soja) e caldo BHI (Brain Heart Infusion), 
sendo os mesmos incubados a 37º C por 24 horas (Caixeta et al., 2010).  
Padronização do inóculo 
Para a padronização da densidade do inóculo para o teste de sensibilidade, foi 
utilizado o método de suspensão direta de colônias, considerado o método mais conveniente 
para a preparação de inóculos nesse tipo de experimento, podendo ser usado para a maioria 
dos microrganismos (CLSI, 2012). Para cada microrganismo obteve-se uma suspensão em 
9 ml de solução salina esterilizada, com turvação semelhante ao tubo 0,5 da escala padrão 
de McFarland (concentração equivalente a 1,5 x 108 bactérias/ml) (CLSI, 2012). A 
transmitância desejada da suspensão formada foi confirmada em espectrofotômetro, com 
leitura no comprimento de onda de 660 nm, sendo necessários 75% de transmitância para 
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obter turbidez equivalente à solução padrão do tubo 0,5 da escala de McFarland.  
Atividade antimicrobiana pelo método de difusão em ágar – técnica do poço 
Para realizar esta técnica, as placas testes foram preparadas com ágar Mueller-
Hinton. Este meio foi escolhido por ser utilizado para patógenos aeróbicos de crescimento 
rápido e considerado o melhor para testes de susceptibilidade de rotina, tendo boa 
reprodutibilidade, baixo teor de inibidores que possam afetar os resultados e grande 
disponibilidade de dados de experiências, sendo padrão para este tipo de experimento 
(CLSI, 2012). O ágar foi preparado conforme instruções do fabricante e autoclavado a 
121ºC por 15 minutos (Soares; Oliveira; Veiga, 2015). 
Foram inoculadas, com uma micropipeta, 100 µl da suspensão microbiana em 
solução salina, nas placas de Petri com o referido ágar. A suspensão foi espalhada 
uniformemente pela placa com uma alça de Drigalsky esterilizada (CLSI, 2015). Em cada 
placa foram feitos quatro poços de 4 mm de diâmetro para que o óleo essencial fosse 
inserido. O controle positivo, com discos de antibióticos, foi realizado em placas à parte 
com as mesmas amostras de bactérias (Soares, Oliveira; Veiga, 2015; Castorani & 
Figueiredo, 2018). 
Cada óleo essencial estudado foi diluído em solução salina estéril adicionada de 1% 
de Tween 80, para melhor solubilização do óleo e favorecimento de sua difusão, seguindo 
as proporções de 0,5%, 1,0%, 1,5% e 2,0%, 2,5%, 3,0%, 3,5% e 4,0% (Soares; Oliveira; 
Veiga, 2015; Castorani & Figueiredo, 2018). Foram dispensados em cada poço, 
devidamente identificado, 50 µl dos respectivos óleos diluídos. Cada teste foi realizado em 
triplicata e as placas foram incubadas em estufa, a 37º C durante 24 horas. Para o controle 
negativo, foi inoculado em um poço apenas a solução salina estéril com Tween 80, sem 
nenhum óleo essencial.  
Após o período de incubação, o halo de inibição de crescimento bacteriano foi 
medido em milímetros, com um paquímetro, para avaliar a sensibilidade ou resistência da 
bactéria estudada ao óleo essencial ensaiado.  
Em placas à parte, inoculadas da mesma forma, foi feito o controle positivo, com 
discos de antibiótico com atividade comprovada contra o microrganismo avaliado (S. 
aureus: oxaciclina; E.coli: norfloxacina; Salmonella: Ciprofloxacina; L. monocytogenes: 
gentamicina). A média dos halos de inibição contra os antibióticos utilizados foi avaliada 
frente ao perfil de sensibilidade preconizado pela CLSI (2015). 
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Teste de diluição em caldo – microdiluição 
 A microdiluição foi feita dispensando-se 0,1 ml de caldo Mueller-Hinton em 
bandejas de microdiluição de plástico estéreis que possuem poços de fundo redondo ou 
cônico (CLSI, 2012). O caldo Mueller-Hinton foi preparado conforme recomendado pelo 
fabricante e, em seguida, autoclavado a 121ºC por 15 minutos. Utilizou-se o Caldo Mueller-
Hinton nas microdiluições, em microplaca, para avaliação da CIM e o Ágar Mueller-Hinton 
nos cultivos para avaliação da CBM. 
 Preparação e padronização do inóculo 
Para a obtenção do inóculo na concentração de 1,5 x 108 bactérias/ml, cada cepa foi 
inoculada em 5 ml de solução salina estéril a 0,85%, partindo do inóculo em caldo BHI, até 
alcançar uma turbidez semelhante à solução padrão do tubo 0,5 da escala de McFarland 
(CLSI, 2012). 
 O procedimento de diluição para obter o inóculo final foi calculado de modo que o 
volume final aplicado aos poços fosse de 20 μL, em um volume total de 200 μL. A turvação 
ideal foi equivalente à solução padrão do tubo 0,5 da escala de McFarland. 
Com o inóculo padronizado, este foi diluído até concentração de 3 x 105 UFC/ml. 
Para isso, foi retirada uma alíquota de 1 ml do inóculo padronizado e adicionou-se em 9 ml 
de solução salina estéril a 0,85%, obtendo uma concentração final de inóculo de 1,5 x 107 
UFC/ml de suspensão. A partir desta suspensão, retirou-se uma alíquota de 2 ml e 
adicionou-se em 10 ml de caldo Mueller-Hinton, obtendo uma concentração de 2,5 x 106 
UFC/ml. E, ao adicionar 20 μL dessa suspensão já contendo 180 μl do óleo essencial diluído 
e o caldo Mueller-Hinton, obteve-se uma concentração final de 2,5 x 105 UFC/ml. 
Para a realização do teste de microdiluição, foi preparada uma solução mãe de cada 
óleo essencial, cuja concentração baseou-se nos resultados obtidos na técnica de difusão em 
ágar. O preparo desta solução foi realizado em caldo Mueller Hinton e Tween 80 a 1%. 
Sendo que em cada poço havia uma concentração que variava em intervalos de 0,1%, a 
partir da menor concentração em que se obteve resultado na difusão em ágar, por exemplo: 
3,0%; 2,9%; 2,8%; 2,7% e assim sucessivamente até 0,1%. 
Controles de qualidade 
Para o controle positivo, foi empregado um antibiótico em solução com atividade 
comprovada contra o microrganismo avaliado - controle positivo 1, de acordo com a Tabela 
1 abaixo. 
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Tabela 1. Faixas de concentração dos antibióticos utilizadas para controle positivo dos microrganismos 
estudados. 
Controles positivos 
Microrganismo Antibiótico Faixa de concentração avaliada     
S. aureus Amoxicilina 10 µ/ml - 5x10-3 µ/ml 
 
E.coli Estreptomicina 10 µ/ml - 5x10-3 µ/ml 
 
Salmonella Ciprofloxacina  2,5x103 µ/ml - 2x10-3 µ/ml 
L. monocytogenes Ciprofloxacina 2,5x103 µ/ml - 2x10-3 µ/ml 
 
As placas foram incubadas a 37 ºC, +/- 0,5 ºC por 24 horas. A concentração inibitória 
mínima foi considerada a menor concentração de óleo essencial na qual não foi visualizado 
crescimento microbiano. Esta visualização foi realizada com auxílio da resazurina, um 
revelador de viabilidade celular para células bacterianas. Adicionou-se 20μL deste revelador 
após 22 horas de incubação e, em seguida, a microplaca permaneceu incubada por mais 2 
horas para completar 24 horas de incubação a 37º C. A resazurina é um corante azul, 
fracamente fluorescente que, na presença de células viáveis, apresenta coloração rósea, por 
se reduzir formando resorufina, que apresenta esta coloração. Não havendo crescimento 
bacteriano, o revelador permanece azul, o que indica inibição do microrganismo pelo OE 
estudado (Martins, 2008). 
Concentração bactericida mínima  
Aos poços que permaneceram na coloração azul, ou seja, em que não houve 
crescimento microbiano, foram inoculados 20 µL em placas estéreis, contendo ágar 
Mueller-Hinton e incubadas a 37º C, por 24 horas. O crescimento em placa indica que, na 
concentração avaliada, houve a inibição do crescimento; contudo, o OE estudado não foi 
capaz de matar o microrganismo. O não crescimento em placa caracteriza a Concentração 
Bactericida Mínima (CBM). 
 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 Atividade antimicrobiana pelo método de difusão em ágar – técnica do poço  
Controles 
Para controle negativo, foi empregada a solução salina 0,85% com Tween 80, para 
a qual não houve formação de halos de inibição em nenhuma das placas.  
Todos os microrganismos avaliados no controle positivo, com discos de antibiótico 
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com atividade comprovada contra o microrganismo avaliado, demonstraram-se sensíveis ao 
antimicrobiano usado, com halos de inibição superiores ao mínimo indicado para 
sensibilidade ao composto, conforme Tabela 2. Com isso, as cepas usadas no estudo se 
evidenciaram como adequadas para utilização nos testes realizados.  
 
Tabela 2.Perfil de sensibilidade dos patógenos alimentares estudados em relação aos antibióticos 
empregados no controle positivo e padrão da CLSI (valores em mm). 
Controles 
Microrganismo Antibiótico Fornecedor Média halos CLSI 
S. aureus Oxaciclina Sensifar 30 13 
E.coli Norfloxacina Sensibiodisc 19 >17 
Salmonella Ciprofloxacina  Sensifar 29 >21 
L. monocytogenes Gentamicina Laborclin 23,5 15 
 
Efeito dos óleos essenciais sobre os patógenos alimentares estudados 
As médias dos halos de inibição, medidos em milímetros, foram anotadas e 
calculados os respectivos desvios padrão. A tabela a seguir apresentada mostra os resultados 
encontrados. 
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Tabela 3.Média dos halos de inibição dos óleos essenciais (em milímetros) frente a patógenos alimentares e 
desvio padrão. 
 S. aureus E.coli Salmonella L. moncytogenes 
Concentração 
OE: Orégano 
Diâmetro e DP Diâmetro e DP Diâmetro e DP Diâmetro e DP 
0,5   0 17 ± 3,5 
1 13 ± 0 9 ± 0,7 1 ± 1 20 ± 0,7 
1,5 20  ± 6,3 10 ± 0,6 10 ± 0,6 16 ± 6,4 
2 21 ± 4 12 ± 4,9 11± 1,5 20 ± 0 
2,5 22 ± 4,2 13 ± 2,3 12 ± 1,7 16 ± 3,6 
3 23 ± 6,6 14 ± 3,5 11,7 ± 1,5 16,7 ±6,1 
3, 5 11 ± 7,9 17,7 ±3,2 12 ± 1,5 15,7 ± 1,2 
4 31 ± 8,9 19 ± 3,1 13 ± 0,6 11 ± 13,9 
Concentração 
OE: Manjerona  
Diâmetro e DP Diâmetro e DP Diâmetro e DP Diâmetro e DP 
0,5 NA NA NA 14 ± 0 
1 NA NA NA 11 ± 0 
1,5 NA 10  ± 0 NA 12  ± 0 
2 NA 9  ± 1 NA 15  ± 0 
2,5 NA 14  ± 3,2 9,7  ± 1,2 15  ± 0 
3 NA 11  ± 1 9 ± 0,6 13  ± 4,2 
3, 5 NA 16  ± 2,5 11  ± 0,6 13  ± 1,4 
4 NA 16  ± 3,2 11,7  ± 1,5 20  ± 4,2 
Concentração 
OE: Tomilho  
Diâmetro e DP Diâmetro e DP Diâmetro e DP Diâmetro e DP 
0,5 NA NA 10  ± 0,6 NA 
1 NA NA 0,00 NA 
1,5 NA 18 ± 9,9 10 ± 0,6 NA 
2 NA 20,5 ± 13,44 10  ± 0 NA 
2,5 NA 9 ± 2,8 10  ± 0 15 ± 1,4 
3 NA 9,5 ± 2,1 10 ± 0,6 13 ± 2,8 
3, 5 NA 12 ± 0 10 ± 0,6 13 ± 2,8 
4 14 12,5 ± 3,5 12 ± 0,6 13 ± 0 
 
OE: Alecrim: não ativo em nenhuma concentração 
    
NA= não ativo/não formou halo. 
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Tabela 3. (continuação)Média dos halos de inibição dos óleos essenciais (em milímetros) frente a patógenos 
alimentares e desvio padrão. 
 S. aureus E.coli Salmonella L. monocytogenes 
Concentração (%) 
OE: Gengibre 
Diâmetro e DP Diâmetro e DP Diâmetro e DP Diâmetro e DP 
0,5 NA NA NA NA 
1 - - - - 
1,5 - - - - 
2 - - - - 
2,5 - - - - 
3 - - - 9 ± 7,5 
3, 5 - - - 12 ± 7,37 
4 - - - 14 ± 3,21 
Concentração (%) 
OE: Manjericão 
Diâmetro e DP Diâmetro e DP Diâmetro e DP Diâmetro e DP 
0,5 NA NA NA NA 
1 - 9 ± 14 - - 
1,5 - 13,5 ± 9,2 - - 
2 - 13 ± 07 - - 
2,5 - 12 ± 1,0 13 ± 4,9 - 
3 - 12 ± 1,0 13 ± 1,4 - 
3, 5 13 ± 2,1 15 ± 4,2 16 ± 0,5 - 
4 14 ±4,2 16 ± 1,5 16 ± 0,7 - 
 OE: Pimenta preta: não ativo em nenhuma concentração 
NA= não ativo/não formou halo. 
 
Como pode ser visto na Tabela 3, os óleos essenciais de alecrim e pimenta-preta não 
foram efetivos contra nenhum dos microrganismos testados. O óleo essencial de gengibre 
foi efetivo apenas contra L. monocytogenes, e somente nas três concentrações mais altas. 
A tabela mostra que o OE de orégano inibiu o S. aureus nas concentrações de 1,0% 
a 4,0%. O óleo essencial de manjerona não se mostrou ativo contra S. aureus em nenhuma 
concentração. O óleo essencial de tomilho não foi ativo com S. aureus, à exceção de uma 
amostra na concentração de 4%. 
E. coli foi inibida pelo OE de orégano na faixa de concentração de 1,0% a 4,0%, 
enquanto os óleos essenciais de tomilho e manjerona foram ativos a partir das concentrações 
de 1,5%. Porém, a média dos diâmetros dos halos de inibição foram maiores na manjerona 
em relação ao tomilho na maioria das concentrações. O orégano teve os diâmetros 
superiores aos dois.  
As placas contendo S. typhimurium mostraram halos de inibição frente ao óleo 
Brazilian Journal of health Review 
 
 Braz. J. Hea. Rev., Curitiba, v. 3, n. 1, p.342-363   jan./feb. 2020.   ISSN 2595-6825 
 
 
353  
essencial de orégano em torno majoritariamente das concentrações de 1,0% a 4,0%, este 
óleo formando os halos de inibição com maior diâmetro em todas as concentrações. O óleo 
essencial de manjerona foi ativo contra Salmonella a partir da concentração de 2,5%. O óleo 
de tomilho mostrou um perfil de atividade similar em todas as concentrações, com todos os 
halos de inibição em diâmetros similares, apesar de não ter registrado atividade na 
concentração de 1%. Isso pode se dever a irregularidades na diluição do óleo. O óleo de 
manjericão também foi ativo a partir da concentração de 2,5%. 
O óleo essencial de manjericão não foi ativo contra Listeria.  
L. monocytogenes foi inibida pelo OE de orégano em todas as concentrações. O OE 
de manjerona também atuou contra Listeria em todas as concentrações, porém com halos 
menores, à exceção da amostra de 4,0%.  
O OE de tomilho formou halo de inibição contra Listeria a partir da concentração de 
2,5%, com média de halos similares à manjerona, à exceção da amostra de 4,0%. 
Indui et al. (2006) avaliaram a atividade antibacteriana do extrato de Piper nigrum 
e, neste estudo, este também não mostrou qualquer atividade antibacteriana contra os 
organismos testados: Escherichia coli, Salmonella, Listeria monocytogenes e Aeromonas 
hydrophila.   
Machado et al. (2012) testaram duas espécies de manjericão por difusão em ágar e 
microdiluição em caldo, em amostras de bactérias ligadas à deterioração e segurança 
microbiológica de alimentos, concluindo que S. aureus foi a espécie microbiana mais 
sensível, apresentando os maiores halos de inibição e os menores valores da CIM, 
corroborando esse resultado da pesquisa, apesar de a inibição ter ocorrido apenas na 
concentração mais alta.  
 Ernandes et al. (2007) fizeram um experimento com diversos óleos essenciais contra 
bactérias isoladas do meio ambiente. O óleo essencial de orégano revelou a melhor ação 
sobre os microrganismos testados, assim como nesse experimento. 
Ao contrário do observado neste trabalho, Indui et al. (2006) observaram atividade 
antibacteriana de extratos de gengibre contra dois sorogrupos de E. coli. 
Martins et al. (2010) avaliaram a atividade antibacteriana do óleo essencial do 
manjericão (Ocimum basilicum Linn.) frente à Escherichia coli enteropatogênica isolada de 
alfaces, pelo Método de Difusão em Disco (MDD). O OE do manjericão apresentou efeito 
inibitório contra os sorogrupos de E. coli EPEC testados, com médias de halos de inibição 
variando entre 11,2 mm e 11,6 mm e de 11,0 mm a 12,0 mm, similares aos obtidos nos 
Brazilian Journal of health Review 
 
 Braz. J. Hea. Rev., Curitiba, v. 3, n. 1, p.342-363   jan./feb. 2020.   ISSN 2595-6825 
 
 
354  
testes efetuados.  
Santurio et al. (2007) avaliaram a atividade antimicrobiana do óleo essencial de 
orégano frente a amostras, entre 20 sorovares, de Salmonella enterica isoladas de carcaça 
de aves. A Concentração Inibitória Mínima (CIM) e a Concentração Bactericida Mínima 
(CBM) foram determinadas para cada um isolado, utilizando-se a técnica de microdiluição 
em caldo. Nesse estudo, o óleo essencial de orégano mostrou forte atividade antibacteriana. 
O mesmo estudo com microdiluição em caldo indicou que o óleo essencial de tomilho tem 
moderada atividade sobre os isolados estudados. Nenhuma amostra em particular pôde ser 
classificada como totalmente sensível ou resistente aos óleos. Todavia, a comparação dos 
resultados não é tão exata, já que o estudo foi feito em microdiluição em caldo, em que os 
resultados são mostrados em faixas por μg/ml, enquanto a técnica de difusão em ágar 
fornece resultados referentes ao diâmetro de inibição em milímetros. 
Majolo et al. (2014) avaliaram o óleo essencial de gengibre frente a 14 salmonelas 
entéricas isoladas de frango resfriado. Ao contrário do observado neste experimento, este 
óleo se mostrou eficiente tanto em termos de ação bacteriostática quanto bactericida. Apesar 
disso, em duas das amostras testadas por esses autores houve resistência ao OE. 
Machado et al. (2012) testaram a atividade antimicrobiana de duas espécies de 
manjericão em Salmonella choleraesuis, por difusão em ágar e microdiluição em caldo. As 
amostras mostraram atividade contra esse patógeno. Também foram testadas duas espécies 
de manjericão em amostras Listeria monocytogenes e L. innocua. Ao contrário do observado 
nesse estudo, ambas as espécies de Ocimum apresentaram atividade contra as cepas 
microbianas testadas. Os métodos utilizados foram difusão em ágar e microdiluição em 
caldo, para determinar a atividade antimicrobiana e a Concentração Inibitória Mínima 
(CIM) de cada óleo para cada espécie microbiana (Machado et al., 2012). 
Como observado em estudos anteriores (Castorani & Figueiredo, 2018), os halos de 
inibição formados nem sempre foram proporcionais ao aumento da concentração do óleo. 
Uma hipótese para isso seria a volatilização do óleo no poço, reduzindo sua concentração. 
Outra possibilidade seria a interferência do ágar na difusão do óleo essencial diluído na 
placa de Petri (Castorani & Figueiredo, 2018). Embora o ágar Muller-Hinton seja 
geralmente confiável para testes de susceptibilidade, os resultados obtidos com alguns lotes 
ocasionalmente podem variar significativamente (CLSI, 2012).  
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Microdiluição 
Na técnica de difusão em ágar, a partir dos halos de inibição obtidos, foi possível 
determinar a menor concentração em que o óleo inibiu cada microrganismo. Nos resultados 
obtidos observou-se que todos os óleos essenciais analisados, quais sejam: orégano, 
manjericão, tomilho, manjerona, pimenta-preta e gengibre, com exceção do OE de alecrim, 
tiveram alguma atividade antimicrobiana nas concentrações estudadas. 
Assim, a partir da menor concentração efetiva no teste de difusão em ágar, foi 
realizada a microdiluição. Com o resultado do teste de microdiluição foi possível 
determinar, para cada microrganismo, a Concentração Inibitória Mínima (CIM), ou seja, a 
menor concentração de óleo essencial na qual não foi visualizado crescimento microbiano, 
e a Concentração Bactericida Mínima (CBM), isto é, a menor concentração em que há morte 
de todas as bactérias, visualizado por não crescimento em placa.  
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Tabela 4. Concentração Inibitória Mínima e Concentração Bactericida Mínima dos óleos essenciais 
estudados e controle positivo frente aos patógenos alimentares.  
Óleo essencial 
S. aureus E.coli 
CIM CMB CIM CMB 
Orégano 1,3-1,4% 1,5% 1,0-1,1% 1,0-1,1% 
Manjerona 0,9-1,0% >3,0% 0,2-0,3% 0,4-0,5% 
Tomilho ND ND 2,8-2,9% 3,0% 
Alecrim ND ND ND ND 
Gengibre ND ND ND ND 
Manjericão 1,5-1,6% > 2,5% 0,6-0,7% 1,6-1,7% 
Pimenta-preta ND ND ND ND 
Controles     
Amoxicilina 0,32 -1,6 µ/ml ND ND ND 
Estreptomicina ND ND 10 - 05 µ/ml ND 
Ciprofloxacina  ND ND ND ND 
Óleo essencial 
Salmonella L. monocytogenes 
CIM CMB CIM CMB 
Orégano 0,9-1% 0,9% 2,5-2,6% 2,7% 
Manjerona ND ND 1,6-1,7% >4,0% 
Tomilho 0,7-0,8% 0,7% 2,5-2,6% 2,5% 
Alecrim ND ND ND ND 
Gengibre ND ND NA NA 
Manjericão 1,0-1,1% >4,0% ND ND 
Pimenta-Preta ND ND ND ND 
Controles     
Amoxicilina ND ND ND ND 
Estreptomicina ND ND ND ND 
Ciprofloxacina  <2 x 10 3 µ/ml ND 0,078 -0,04µ/ml ND 
NA= não ativo ND=não definido. 
 
Em relação à S. aureus, os óleos essenciais de orégano, manjerona e manjericão 
apresentaram atividade. Orégano teve a CIM nas concentrações entre 1,3-1,4% e CBM de 
1,5%, enquanto o OE de manjericão apresentou CIM a 1,6% e CBM nas concentrações 
maiores que 2,5%. O OE de manjerona apresentou CIM a 1,0% e CBM maior que 3,0%.  
Para E. coli, o de orégano mostrou CIM de 1,0-1,1% e CMD na concentração de 
1,0%,  o tomilho mostrou CIM de 2,8-2,9% e CMD na média da concentração de 3%. O OE 
de manjericão apresentou uma CIM de 0,7% e CBM de 1,7% e, em relação ao OE de 
manjerona, a CIM apresentou-se em 0,3% e CBM de 0,5%. 
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Salmonella sp. foi inibida somente pelos OE de orégano (CIM 0,9-1% e CBM 0,9%), 
tomilho (CIM 0,7-0,8% e CBM 0,7%) e manjericão, com CIM na concentração de 1,1% e 
CBM maior que 4,0%. 
Por último, L. monocytogenes foi inibida somente pelos OE de orégano, tomilho e 
manjerona, com CIM 2,5-2,6% e CBM de 2,7% para o orégano, CIM de 2,5-2,6% e CBM 
de 2,5% para o tomilho e CIM de 1,7% e CBM maior que 4,0 % para manjerona.  
Em estudo realizado por Santurio et al. (2011), por meio do método de difusão em 
ágar e microdiluição, os OEs de gengibre e alecrim não evidenciaram atividade 
antibacteriana frente a duas cepas de E. coli; contudo, o OE de manjerona também não 
obteve atividade, ao contrário do resultado encontrado no presente trabalho. 
Segundo Silva et al. (2015), o OE de alecrim não apresentou atividade 
antimicrobiana para S. aureus e E. coli, em seu estudo. Assim como a avaliação de Seydim 
& Sarikus (2006), que estudaram a atividade antimicrobiana do OE de alecrim frente aos 
patógenos: S. aureus, E. coli e L. monocytogenes – estudo que indicou que o OE não obteve 
nenhuma atividade antimicrobiana sobre estes microrganismos. Aquino et al. (2010) 
avaliaram a atividade antimicrobiana dos óleos essenciais de erva-cidreira e manjericão 
frente a bactérias de carnes bovinas e obtiveram resultados que indicaram que o óleo 
essencial de manjericão tem apresentado forte atividade antimicrobiana frente a Salmonella 
sp, S. aureus e E. coli, assim como no presente estudo. E outros estudos indicam sua 
atividade antibacteriana contra L. monocytogenes (Gutierrez; Barry-Ryan; Bourke, 2008; 
Carovic-Stanko et al., 2010), por meio da utilização das duas metodologias apresentadas ou 
por uma delas. Com isso, o óleo essencial de manjericão mostra um elevado potencial para 
o uso como agente antimicrobiano natural para emprego em alimentos. 
Trajano et al. (2009) estudaram a propriedade antibacteriana de óleos essenciais de 
especiarias sobre bactérias contaminantes de alimentos, como Bacillus cereus, Bacillus 
subtilis, E. coli, Klebsiella pneumoniae, L. monocytogenes, P.aeruginosa, Staphylococcus 
aureus, S. enterica, Serratia mercencens eYersinia enterocolitica e mostraram que os óleos 
de R. officinalis, O. basilicum e Z.officinalis apresentaram um baixo espectro de ação, sendo 
efetivos apenas contra poucas das bactérias estudadas. Em relação ao óleo essencial de 
gengibre, a atividade foi observada somente contra S. aureus, o óleo essencial de alecrim 
não teve efetividade e o óleo essencial de manjericão foi efetivo contra E.coli. O OE de 
manjerona apresentou-se inibitório contra L. monocytogenes e S. aureus. O óleo de P. 
nigrum, por sua vez, não apresentou nenhuma ação bacteriostática sobre as cepas testadas. 
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Da mesma forma como no presente trabalho, o óleo essencial de gengibre apresentou 
inibição para somente um microrganismo pelo método de difusão em ágar, e o óleo essencial 
de alecrim não apresentou atividade antibacteriana.  
Entretanto, o óleo essencial de manjericão apresentou maior atividade em relação 
aos OEs de gengibre e alecrim. Por meio dos resultados obtidos pelo método de 
microdiluição, observou-se elevada atividade antimicrobiana dos óleos essenciais de 
manjerona e manjericão sobre quatro patógenos alimentares: E. coli, S. aureus, Salmonella 
sp e L. monocytogenes.  
 
4 CONCLUSÃO 
Demonstrou-se, com este estudo, a efetividade de óleos essenciais das especiarias 
contra patógenos alimentares.  
Pelo método de difusão em ágar, o óleo essencial de orégano mostrou-se efetivo 
contra todos os microrganismos estudados. Os óleos essenciais de manjerona, manjericão e 
tomilho também apresentaram bom desempenho, apesar de não terem inibido todos os 
microrganismos. O óleo essencial de gengibre apresentou fraca atividade, atuando apenas 
contra L. monocytogenes nas concentrações mais altas, enquanto os óleos de alecrim e de 
pimenta-preta não mostraram inibição em nenhuma amostra de patógeno alimentar. 
Pelo teste de microdiluição, os óleos essenciais de manjerona, manjericão, orégano 
e tomilho apresentaram elevada atividade antimicrobiana, especialmente os OE de orégano 
e manjerona. Entretanto, os óleos essenciais de alecrim, gengibre e pimenta-preta não 
obtiveram resultado tão satisfatório.  
Os resultados obtidos demostram que alguns óleos essenciais poderiam ser 
empregados na indústria de alimentos, como uma alternativa natural para o controle 
microbiológico em substituição a aditivos químicos artificiais.  
São necessários mais estudos, aliando a capacidade antimicrobiana e conservante às 
análises sensoriais, suas interferências na aceitação do produto e possibilidade de 
toxicidade. Além desses, é preciso avaliar o sinergismo ou antagonismo dos óleos com a 
matriz alimentar, bem como do custo-benefício do seu uso e, assim, verificar o potencial do 
emprego industrial dos óleos essenciais de especiarias em produtos alimentícios. 
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